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RESUMO
O feijão-comum e o feijão-caupi estão entre as principais fontes de proteína
vegetal para grande parte da população mundial, sobretudo aquela de baixa renda,
e o N é o principal constituinte de proteínas.  Os objetivos deste trabalho foram de
avaliar, por meio da técnica isotópica e tendo como plantas-controle arroz e soja
não nodulante, as contribuições relativas das fontes de N (N2-fixação simbiótica,
N-solo e N-fertilizante) no desenvolvimento do feijão-comum e caupi ao longo do
ciclo e comparar o método isotópico (MI) com o método da diferença (MD) para
avaliação da fixação simbiótica de N2.  A pesquisa foi realizada em casa de vegetação
no Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA/USP, utilizando-se vasos com
5 kg de terra de um Latossolo Vermelho-Amarelo distrófico.  O delineamento
experimental foi o de blocos casualizados com 16 tratamentos e três repetições.  Os
tratamentos (fatorial 8 x 2) compreenderam oito épocas de coleta: 17, 24, 31, 38, 47,
58, 68 e 78 dias após a semeadura (DAS) e duas culturas: feijão-comum e feijão-
caupi.  Utilizou-se uma dose de 10 mg kg-1 de N no solo, na forma de ureia,
enriquecida com 10 % de átomos de 15N em excesso.  A fixação simbiótica forneceu
a maior parte do N acumulado nas plantas de feijão e caupi, seguida, em ordem
decrescente, pelo solo e fertilizante.  A maior taxa de fixação simbiótica de N ocorreu
a partir da fase de prefloração do feijão e do caupi.  Após a fase inicial (24 DAS), o
arroz e a soja não nodulante tornaram-se adequadas plantas-controle da fixação
simbiótica de N2.  Houve boa concordância entre o MI e o MD, exceto nos estádios
iniciais das culturas.
Termos de indexação: 15N, fixação simbiótica de N, absorção de N, leguminosas.
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SUMMARY:   UPTAKE RATE OF NITROGEN FROM SOIL AND FERTILIZER,
AND N DERIVED FROM SYMBIOTIC FIXATION IN COWPEA
(Vigna unguiculata (L.) WALP.) AND COMMON BEAN (Phaseolus
vulgaris L.) DETERMINED USING THE 15N ISOTOPE
Common bean (Phaseolus vulgaris L.) and cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) are
among the main sources of plant protein for a large part of the world population, mainly that
of low income, and nitrogen is the main constituent of these proteins.  The objectives of this
study were to evaluate, through the 15N-dilution technique and using rice and non-nodulating
soybean as control plants, the relative contributions of nitrogen sources (symbiotically fixed N,
soil native N and fertilizer N) on the growth of common bean and cowpea and to compare the
isotopic technique (ID) with the difference methods (DM) for the evaluation of symbiotic N2
fixation.  The study was carried out in a greenhouse of the Center for Nuclear Energy in
Agriculture - CENA/USP, Sao Paulo State, Brazil, using 5 kg pots with a Typic Haplustox
(Dystrophic Red-Yellow Latosol).  The experiment was arranged in completely randomized
blocks, with 16 treatments and three replications, in an 8 x 2 factorial design.  The treatments
were eight sampling times: 7, 24, 31, 38, 47, 58, 68 and 78 days after sowing (DAS) and two
crops: common bean and cowpea.  An N rate of 10 mg kg-1 soil was used, as urea, enriched with
an excess of 10 % of 15N atoms.  Symbiotic N fixation supplied the bean and cowpea plants
with the greatest amount of accumulated N, followed, in decreasing order, by soil and fertilizer.
The highest rate of N symbiotic fixation was observed at the pre-flowering growth stage of the
bean and cowpea plants.  After the initial growth stage, 24 DAS, rice and non nodulating
soybean were appropriate control plants to evaluate symbiotic N fixation.  There was a good
agreement between ID and DM, except in the initial growth stage of the crops.
Index terms: nitrogen-15, symbiotic nitrogen fixation, nitrogen absorption, legumes.
INTRODUÇÃO
O feijão-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.),
também conhecido como feijão-macassar ou feijão-de-
corda, é uma espécie de ampla distribuição mundial,
principalmente nas regiões tropicais, em virtude de
estas apresentarem condições edafoclimáticas
semelhantes às do seu provável berço de origem: a
África.  Segundo a FAO (2007), estima-se que no ano
de 2003 foram cultivados no mundo cerca de
9,82 milhões de hectares de caupi.  A produção
mundial no mesmo ano foi de 3,72 milhões de
toneladas de grãos secos, com rendimento médio de
378 kg ha-1, destacando-se a Nigéria como maior
produtor, com 2,1 milhões de toneladas, seguida por
Niger, com 0,4 milhão.
No Brasil, embora os dados do IBGE (2005)
referentes à produção nacional de feijão englobem as
espécies Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris,
estima-se que sejam cultivados cerca de 1,5 milhão
de hectares de feijão-caupi, com produtividade média
de aproximadamente 300 kg ha-1 (Embrapa, 2008).
Em razão das condições de adaptabilidade e do hábito
alimentar da população, o caupi é cultivado
predominantemente nas regiões Norte e Nordeste,
constituindo a principal cultura de subsistência para
a população mais carente, pelo seu alto valor nutritivo
e pela geração de emprego e renda na zona rural
(Martins et al., 2003).
A produtividade média de feijão-comum no Brasil,
segundo o IBGE (2005), também é baixa, variando
muito entre as diferentes regiões e épocas de cultivo,
classificadas como “das águas” (690 kg ha-1), “da seca”
(797 kg ha-1) e “de inverno” (2.123 kg ha-1).  A produti-
vidade média de três a cinco vezes superior na safrinha
e no inverno, sobretudo na região Centro-Sul, decorre
das condições muito diferentes de cultivo, com o uso
de alta tecnologia e irrigação, diferentemente das ou-
tras épocas de produção (Silveira et al., 2001).  Entre
os vários fatores que contribuem para a baixa produ-
tividade média dessas espécies, destaca-se o manejo
da fertilidade do solo, particularmente pelo insufici-
ente suprimento de N (Hungria et al., 1991; Martins
et al., 2003).  Estima-se que 40 % da área cultivada
com feijoeiro na América Latina e 60 % das áreas na
África e no Oriente Médio apresentem deficiência de
N (CIAT, 1990).
O N necessário ao feijoeiro e ao caupi pode provir
do solo, principalmente pela mineralização da matéria
orgânica, dos fertilizantes nitrogenados e da fixação
biológica de N2 (FBN), mediante a associação de
bactérias, genericamente denominadas de rizóbios,
com as raízes dessas leguminosas (Hungria et al.,
1991; Franco et al., 2002; Silva et al., 2006).
Normalmente a FBN é bastante eficiente em caupi, o
qual, quando bem nodulado, pode dispensar outras
fontes de N e atingir alta produtividade (Rumjanek et
al., 2005).  Segundo esses autores, as estimativas da
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FBN no campo são, entretanto, bastante variáveis,
correspondendo de 40 a 90 % do total de N acumulado
pela cultura.  Essa variabilidade pode ser atribuída
às diferenças do genótipo tanto da planta como do
rizóbio (Rumjanek et al., 2005; Xavier et al., 2007).
Segundo Martins et al. (2003), a inoculação de rizóbio
em caupi, em área de sequeiro, pode aumentar a
produtividade em até 35 % – equivalente à aplicação
de 50 kg ha-1 de N mineral.  Por sua vez, Alfaia (1997)
verificou maior contribuição do N do solo e da fixação
simbiótica para o caupi, comparada à ureia ou sulfato
de amônio, na dose de 30 kg ha-1, e não houve resposta
em produção à aplicação desse nutriente.
As condições edafoclimáticas, particularmente a
disponibilidade de N na solução do solo na fase inicial
da cultura, pode influenciar a magnitude da FBN (Tsai
et al., 1993; Martins et al., 2003).  O conhecimento do
início da nodulação e, consequentemente, da FBN
torna-se importante, uma vez que após a inoculação e
o início da FBN pode ocorrer deficiência de N,
decorrente de assincronismo entre o esgotamento de
N dos cotilédones e o início da nodulação (Franco &
Döbereiner, 1968; Hungria et al., 1991; Xavier et al.,
2007).  O conhecimento da capacidade de FBN pelas
culturas pode auxiliar a tomada de decisão quanto ao
manejo do solo e da cultura, consistindo numa forma
de aumentar a produtividade (Tsai et al., 1993; Franco
et al., 2002).  Nesse aspecto, pode trazer benefícios
econômicos ao produtor, devido à economia de
fertilizantes; e ambientais, pela economia de energia
para a produção de fertilizantes nitrogenados e pela
mitigação de riscos de poluição dos recursos hídricos,
por nitrato, e da atmosfera, por óxido nitroso, quando
do manejo inadequado do fertilizante.  Nos estudos
sobre a dinâmica do N no sistema solo-planta, muitas
vezes é difícil quantificar a recuperação do N, assim
como a fonte originária, pelo método da diferença, o
que é possível, com maior acurácia, com o emprego de
uma fonte marcada com 15N (Urquiaga & Boddey,
1987; Alfaia, 1997).  Para avaliar o N proveniente da
fixação biológica, com uso de 15N, é necessário
utilizar uma planta-controle, ou seja, uma planta
incapaz de obter contribuição da FBN (Alves et al.,
2005).
Assim como o caupi, o feijão-comum também
apresenta FBN, mas a eficiência de fixação é
geralmente baixa, sendo a fertilização nitrogenada,
na maioria das vezes, recomendada para atender às
exigências das plantas (Oliveira et al., 2003).
Estimativas das taxas de FBN obtidas em
experimentos de campo realizados na América do Sul,
na América Central e na África variaram de 4 a
124 kg ha-1 de N (Henson, 1993; Hungria & Vargas,
1997).  Para o caupi, em condições de campo, variam
de 40 a 90 % do total de N acumulado pela cultura
(Rumjanek et al., 2005).
Os objetivos deste trabalho foram avaliar, por meio
da técnica da diluição isotópica e tendo como plantas-
controle arroz e soja não nodulante, as contribuições
relativas das fontes N2-fixação simbiótica, N-solo e
N-ureia no desenvolvimento do feijão-comum e feijão-
caupi ao longo do ciclo e comparar o método isotópico
com o método da diferença para avaliação da fixação
simbiótica de N2.
MATERIAL E MÉTODOS
O experimento foi conduzido em casa de vegetação
no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/
USP), localizado em Piracicaba-SP.  Utilizou-se solo
coletado da camada de 0 a 20 cm de profundidade de
um Latossolo Vermelho-Amarelo distrófico textura
média, pertencente à fazenda experimental (Fazenda
Sertãozinho) da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ/USP), município de Piracicaba-
SP.
A terra foi seca ao ar, destorroada e passada em
peneira com malha de 4 mm de abertura; em seguida,
foram acondicionados 5 kg em vasos plásticos.  Na
caracterização química e granulométrica do solo, em
amostras coletadas antes do início do experimento,
encontraram-se os seguintes resultados: pH (CaCl2):
5,2; MO: 20,5 g dm-3; P (resina): 6,0 mg dm-3; Ca:
9,3 mmolc dm-3; Mg: 2,4 mmolc dm-3; K: 0,5 mmolc dm-3;
H + Al: 43,0 mmolc dm-3; SB: 12,2 mmolc dm-3; T:
55,0 mmolc dm-3; saturação por bases: 22,1 %; Zn:
3,4 mg dm-3; Cu: 0,6 mg dm-3; Mn: 4,2 mg dm-3; Fe:
58,0 mg dm-3, com os micronutrientes extraídos em
DTPA; e 720, 220 e 60 g kg-1 de areia, argila e silte,
respectivamente.
A calagem foi realizada um mês antes da
semeadura, na dose de 5,1 g de calcário dolomítico
por vaso, considerando-se os resultados da análise do
solo e recomendação descrita em Raij et al. (1996).  O
solo foi mantido devidamente umedecido e, no décimo
sexto dia após a calagem, foram aplicados 100 mg kg-1
de P e 50 mg kg-1 de K no solo, na forma de superfosfato
simples e cloreto de potássio, respectivamente.  O
cloreto de potássio e os micronutrientes (MnCl2,
1,81 g L-1; ZnSO4, 0,22 g L-1; CuSO4, 0,08 g L-1;
H2MoO4, 0,02 g L-1; e H3BO3, 2,86 g L-1) foram
aplicados na forma de solução.
O delineamento experimental foi o de blocos
casualizados com 16 tratamentos e três repetições.
Os tratamentos (fatorial 8 x 2) compreenderam oito
épocas de coleta: 17, 24, 31, 38, 47, 58, 68 e 78 dias
após a semeadura (DAS) e duas culturas: feijão-
comum (Phaseolus vulgaris L.) e feijão-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.).  Como plantas-controle da
fixação simbiótica de N2, foram utilizados arroz (Oryza
sativa L.) e soja não nodulante (Glycine max L.
Merril).  As sementes das leguminosas fixadoras de
N2 (feijão-comum e feijão-caupi) foram inoculadas com
estirpes de rizobios antes da semeadura.  Para o feijão-
caupi, utilizou-se a estirpe BR 2001, e para o feijão-
comum, a estirpe CIT 899.
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A semeadura do feijão-comum (cultivar Carioca),
feijão caupi (cultivar CNC x 284-4E) e das plantas-
controle arroz (cultivar IAC-25) e soja não nodulante
(cultivar D-71-9331) foi realizada na densidade de seis
sementes por vaso, com posterior desbaste no terceiro
dia após a emergência, mantendo-se três plantas por
vaso.  As regas foram realizadas diariamente com água
destilada, e a umidade, mantida a 80 % da capacidade
de campo.
A adubação nitrogenada foi realizada logo após o
desbaste, na dose de 10 mg kg-1 de N no solo
(equivalente a 27 kg ha-1 de N, considerando 5 kg por
vaso), num total de 50 mg de N por vaso, por meio de
uma solução de ureia enriquecida em 10 % de átomos
de 15N em excesso.  A dose de N teve como finalidade
marcar o solo com 15N e fornecer o nutriente numa
quantidade que estimulasse a nodulação do feijão-
comum e do caupi (Franco & Döbereiner, 1968).
A colheita foi realizada por meio de amostragens
ao longo do ciclo das culturas (17, 24, 31, 38, 47, 58,
68 e 78 DAS), exceto nas épocas 24, 38, 47 e 68 DAS
para a soja não nodulante.  O material colhido de cada
vaso (ramos, pecíolos, pedúnculos e folhas) – exceto
em caso de presença de vagens, em que estas foram
separadas do restante da parte aérea – foi misturado
e seco em estufa a 65 °C, por 72 h, determinando-se a
massa de matéria seca (MMS).  Em seguida, foram
moídas em moinho tipo Wiley com peneira de 1,68 mm
(10 mesh), para as análises de N total e composição
isotópica do N.
O N total foi determinado pelo método de Kjeldahl,
descrito por Bremner & Mulvaney (1982).  Quanto às
análises da composição isotópica de N, as amostras
foram processadas de acordo com o método de
Rittenberg (1946); partindo-se do destilado final obtido
na análise da percentagem de N total, os extratos
foram novamente acidificados com H2SO4 0,5 mol L-1
e concentrados por evaporação, e o N-NH4+ foi
convertido em N2 por oxidação com hipobrometo de
lítio (LiOBr) (Porter & O’Deen, 1977).  As análises da
composição isotópica de N foram determinadas em
espectrômetro de massa Atlas Varian Mat modelo CH-
4, no Laboratório de Isótopos Estáveis do CENA/USP.
A atividade da enzima nitrogenase foi medida
indiretamente por meio do método da atividade de
redução do acetileno (ARA) (Hardy et al., 1968).  Após
a coleta, as raízes nodulantes foram colocadas em
frascos de vidro de 1.000 mL, os quais foram fechados
hermeticamente.  Retiraram-se 10 % da atmosfera do
vidro e injetaram-se 10 % de C2H2.  Após 30 min,
retirou-se amostra com seringas plásticas e injetou-
se 0,5 cm3 em cromatógrafo de gás tipo Beckman
modelo GC-65, usando-se detector de ionização de
chama de H2 a 125 °C e coluna contendo Poropak N
de 0,149 a 0,177 mm (100 a 80 mesh) a 50 °C.  Todo o
procedimento foi de acordo com Saito et al. (1980).
Preparou-se padrão de 500 mg kg-1 de C2H4 para a
determinação do controle, usando frascos de vidros
vazios e com injeção de C2H2.  As avaliações
obedeceram à seguinte sequência de cálculos:
a) Determinação da atividade da nitrogenase (ANse,
μmol h-1)
(1)
em que VF = volume do frasco (cm3); VI = volume
injetado (cm3); e TI = tempo de incubação (h).
em que H = altura do pico do padrão; A = atenuação
da leitura; R = range; e K’ = altura do pico da amostra
(mm) x atenuação x range.
Os resultados foram apresentados em μmol/planta/
h de C2H4 ou nmol/planta/h de C2H4, a partir dos
valores obtidos pela altura do pico em relação ao padrão
de 500 mg kg-1 de etileno.
b) Quantidade de N total acumulada (QNT, mg/planta)
(2)
em que RMS = rendimento de matéria seca (mg/planta); e
N = teor de N na planta (g kg-1)
c) Percentagem de N na planta proveniente do
fertilizante (NPPF, %)
 (3)
d) Percentagem de N na planta proveniente da fixação
simbiótica no feijão-caupi e no feijão-comum,
usando como controle arroz e soja não nodulante
(NPPfix, %)
 (4)
e) Quantidade de N na planta proveniente da fixação
simbiótica (QNPPfix, mg/planta)
(5)
f) Quantidade de N proveniente do solo (QNPPS, mg/
planta)
(6)
g) O aproveitamento do N (AP, %) refere-se à eficiência
de utilização do N aplicado como fertilizante, em
função da quantidade aplicada (QNA, mg/planta)
(7)
h) Percentagem de N na planta proveniente da fixação
(Nfix, %) determinada pelo método da diferença
(8)
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em que fix = planta fixadora (feijão e caupi) de N2; e C
= planta não fixadora de N2 ou controle (arroz e soja
não nodulante).
Os dados foram submetidos à análise de variância
e, quando detectado efeito significativo pelo teste F a
5 %, foram ajustadas equações de regressão.  Testou-
se a significância das equações linear e quadrática,
para as variáveis relacionadas ao N na planta
proveniente do solo, do fertilizante e da fixação
simbiótica, e cúbica, para produção de massa de
matéria seca e quantidade de N acumulado, tendo sido
escolhida a equação significativa de maior grau.  As
médias de percentagem de N proveniente da fixação
simbiótica, determinadas pelo método da diferença e
pelo método isotópico, para cada intervalo de coleta,
foram também comparadas pelo teste de Tukey a 5 %.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Na colheita, aos 78 dias após a semeadura (DAS),
o feijão-comum e o caupi apresentavam-se em final de
ciclo, o arroz, em fase de enchimento de panículas, e a
soja não nodulante, em estádio de formação de vagens
com grãos chochos, devido à insuficiente produção de
fotossintatos pela não fixação de N2.  Isso porque a dose
de N aplicada em todos os tratamentos (10 mg kg-1 de
solo), além de ser baixa, serviu apenas para marcar o
solo com 15N e fornecer o nutriente numa quantidade
adequada que estimulasse a nodulação do feijão-
comum e do caupi.  Franco & Döbereiner (1968)
verificaram que, em feijoeiro inoculado, a mesma dose
de N utilizada no presente estudo influenciou
positivamente a nodulação.
A análise de variância mostrou efeito significativo
(p < 0,01) dos tratamentos sobre todas as avaliações
do presente estudo, tanto para culturas quanto para
intervalos de coletas, assim como para a interação
entre esses fatores, o que foi também confirmado pela
análise de regressão e pelo teste de comparação de
médias para a percentagem de N proveniente da
fixação simbiótica.
De modo geral, o crescimento vegetativo das
culturas, representado pela produção de massa de
matéria seca (MMS) da parte aérea, apresentou padrão
sigmoide (Magalhães, 1979), melhor representado pelo
modelo polinomial do terceiro grau, ao longo do ciclo
tanto do feijão-comum como do caupi (Figura 1a).
Particularmente, o caupi apresentou os maiores
incrementos de MMS em função das seis últimas
épocas de coleta, a partir dos 31 DAS, com acentuado
incremento após a floração (47 DAS), atingindo um
máximo no estádio final de maturação das vagens
(78 DAS), correspondendo, no período reprodutivo, a
2,6 vezes mais (19,78 g/planta) que no período
vegetativo.  Isso ocorreu porque, normalmente, as
plantas acumulam biomassa até a fase de reprodução
e, a partir dessa fase, inicia-se a senescência vegetal,
com consequente diminuição gradativa da biomassa
(Epstein & Bloom, 2006).  Também, Awonaike et al.
(1991) e Xavier et al. (2007) constataram que mais da
metade da MMS acumulada pelo caupi ocorreu na fase
entre o enchimento médio das vagens e a maturidade
fisiológica.
O feijão-comum apresentou duas fases importantes
de acúmulo de MMS (Figura 1a): uma de incremento
rápido a partir da floração (38 DAS) até atingir um
máximo, no início da maturação das vagens (68 DAS),
e uma de pequeno declínio na etapa final de maturação
(78 DAS).  Acúmulo similar de MMS para o feijão-comum
foi também descrito em outros estudos (Hungria et
al., 1991).  Fayad et al. (2002), no tomateiro, e Nóbrega
et al. (2001), na cultura do feijão, também obtiveram
curvas de crescimento do tipo sigmoide.
A curva sigmoide retrata melhor o crescimento das
plantas em geral, pois evidencia um lento acúmulo
inicial de MMS até a prefloração, com taxas de absorção
de água e nutrientes muito pequenas para ativar os
processos fisiológicos de crescimento, que exigem
atividades metabólicas aceleradas.  Na fase seguinte,
a de floração, o acúmulo da MMS é mais rápido, pois
estão sendo formados o caule principal, os ramos e as
folhas trifoliadas, bem como as tríades de gemas na
axila da folha.  Na terceira fase ocorrem dois períodos
distintos: um em que o crescimento se torna mais
intenso, e outro em que a planta inicia o processo de
senescência, que se reflete, inicialmente, na
paralisação da produção de matéria orgânica,
prevalecendo a translocação (Nóbrega et al., 2001).
A quantidade de N-total acumulado (QNT) pelas
culturas de caupi e feijão-comum (Figura 1b) tendeu
a acompanhar a produção de MMS, também com
ajuste ao modelo cúbico.  Esses resultados concordam
com os relatados por Eaglesham et al. (1983) para
caupi cultivado em casa de vegetação e para feijão
(Pereira et al., 1989) e caupi em condições de campo
(Awonaike et al., 1991).  Para o caupi, comparando as
épocas de coleta 38 e 78 DAS, verifica-se que houve
ganho líquido de aproximadamente 2,5 vezes na QNT
em favor da época 78 DAS, alcançando valor máximo
nesta época.  Esse aumento provavelmente se deveu à
maior atividade simbiótica no final do ciclo da cultura,
a exemplo do verificado em outros estudos (Franco et
al., 2002; Martins et al., 2003).  Os coeficientes de
variação para MMS e QNT foram, respectivamente,
de 9,9 e 16 %.
Houve acentuado aumento na QNT na parte aérea
de ambas as culturas, principalmente após os 38 DAS;
considerando o modelo de regressão, o máximo
acúmulo de N ocorreu no intervalo entre 58 e 68 DAS.
Isso sugere que essas leguminosas, possuidoras de uma
fonte externa de N, mostraram efeito sinérgico entre
o N fixado, N do solo e N do fertilizante.  Essas
observações são concordantes com aquelas encontradas
para soja por Ruschel et al. (1979) e para caupi e soja
por Eaglesham et al. (1983).  Estudos com 15N têm
demonstrado que a deficiência de N em muitas
espécies, como feijão, soja e caupi, é devido ao fato de
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o N fixado inicialmente ser drenado preferencialmente
para o desenvolvimento dos nódulos e ao maior
comprometimento proporcional das reservas de N da
semente para as primeiras folhas (Atkins et al., 1989).
Esse fato indica que provavelmente foi importante a
aplicação de uma baixa dose inicial de N (10 mg kg-1)
às plantas de caupi e feijão, de modo que estimulasse
a nodulação e não alterasse a fixação simbiótica, a
exemplo do observado em outros estudos (Franco &
Döbereiner, 1968; Tsai et al., 1993).
O potencial da atividade da fixação medido pela
atividade da enzima nitrogenase (μmol/planta/h de
C2H4) ao longo do ciclo variou para ambas as culturas
(Figura 2), embora os dados não tenham se ajustado
a nenhum modelo testado.  O feijão alcançou o seu
pico próximo à floração (38 DAS) e, logo após, decaiu
drasticamente, o que permite estimar que ocorreu
pequena FBN a partir da décima semana após a
semeadura.  Já o caupi apresentou um pico aos
38 DAS, indicando que o potencial de atividade
máxima da enzima nitrogenase ocorreu dias antes da
floração (47 DAS) e, em seguida, começou a cair
bruscamente, principalmente depois dos 58 DAS.
Contudo, aos 78 DAS, a atividade da nitrogenase no
caupi ainda era 3,2 % do pico atingido aos 38 DAS –
valor relativamente alto.
O caupi apresentou taxas de redução do acetileno
(C2H2) mais elevadas do que as do feijão-comum em
todo o período analisado (Figura 2), caracterizando
diferenças acentuadas em relação à fixação entre essas
duas culturas, sobretudo no intervalo entre os 31 e
38 DAS.  Esses resultados assemelham-se aos obtidos
por Neves et al. (1982), que caracterizaram a maior
parte da atividade da nitrogenase concentrada na fase
de crescimento reprodutivo das plantas.  Pesquisas
demonstram que a FBN em feijão-comum
normalmente é muito menor do que em caupi (Franco
et al., 2002; Oliveira et al., 2003), que, quando bem
nodulado, pode dispensar outras fontes de N e atingir
alta produtividade (Alfaia, 1997; Martins et al., 2003;
Rumjanek et al., 2005), equivalendo à aplicação de
50 kg ha-1 de N mineral (Martins et al., 2003).
As culturas fixadoras (feijão e caupi) apresentaram
menores valores de % de átomos de 15N do que as
plantas-controle, demonstrando, assim, diluição do N
absorvido do solo (N-nativo do solo + 15N-fertilizante)
pelo N proveniente da fixação simbiótica, o que
caracteriza a base do método da diluição isotópica para
a quantificação do N2 proveniente da atmosfera
(Hardarson et al., 1988; Alves et al., 2005).
A percentagem de N nas plantas de feijão e caupi
proveniente do fertilizante (NPPF) decresceu ao longo
do ciclo das culturas (Figura 3a), o que ocorreu graças
à diluição do 15N proveniente dessa fonte pelo influxo
de 14N, proveniente do N absorvido do solo e da fixação
simbiótica, que apresentam relação 14N/15N próxima
à natural, respectivamente, de 99,634 e 0,366 % de
átomos (IAEA, 2001).
Figura 1. Produção de massa de matéria seca da
parte aérea (caule + ramos + folhas + pedúnculos
e vagens) (a) e quantidade de N acumulado (b)
em feijão-comum e feijão-caupi, em função de
diferentes épocas de coleta. **: significativo a 1 %.
Figura 2. Atividade da enzima nitrogenase (redução
do C2H2) em feijão-comum e feijão-caupi em
função de diferentes épocas de coleta. ns: não
significativo.
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A percentagem de N nas plantas de feijão e caupi
proveniente do solo (NPPS) decresceu de forma
quadrática no decorrer do ciclo da cultura (Figura 3b).
Observa-se que a maior contribuição relativa dessa
fonte para o caupi e para o feijão ocorreu na fase inicial
(17 e 24 DAS) e com decréscimo acentuado já a partir
dos 31 DAS, o que seguramente se deveu ao acentuado
aumento na FBN, para atender à fase reprodutiva,
visto que aos 38 DAS a planta já se encontrava na
fase de prefloração.  Resultados semelhantes aos do
presente estudo foram observados por Awonaike et al.
(1991) para o caupi e por Rennie & Kemp (1984) para
o feijão-comum.  Normalmente, a demanda de N para
o desenvolvimento de vagens de leguminosa é alta
(Hungria et al., 1991; Oliveira et al., 2003; Martins
et al., 2003).
Ao contrário do ocorrido para a NPPF e NPPS a
percentagem de N nas plantas de feijão e caupi
proveniente da fixação simbiótica ( NPPfix) (Figura 3c)
aumentou de forma quadrática ao longo do ciclo das
culturas.  Considerando-se o ajuste da regressão, o
ponto de máxima NPPfix (96 %) para o caupi ocorreu
por volta dos 62 DAS e, para o feijão (83 %), por volta
dos 74 DAS.
De modo geral, o período de mais alta fixação
simbiótica de N coincidiu com o de maior crescimento
da planta, que por sua vez é o de maior demanda do
nutriente para atender à produção de vagens, em
virtude de estas serem os drenos preferenciais após o
seu aparecimento.  Na maturação fisiológica (78 DAS),
o caupi acumulou 706 mg/planta de N (Figura 1b),
sendo 93 % destes provenientes da fixação simbiótica
(Figura 3c); 5,8 %, do N do solo (Figura 3b); e 1,2 %,
do fertilizante (Figura 3a).  Semelhantemente, Alfaia
(1997) constatou que o caupi absorveu mais N do solo
e da fixação simbiótica do que dos fertilizantes ureia e
sulfato de amônio.  Para o feijão-comum, considerando
o máximo acúmulo de N, 298 mg/planta, que ocorreu
aos 68 DAS (Figura 1b), os valores foram de 83, 13,6
e 3 %, respectivamente, provenientes da fixação
simbiótica (Figura 3c), do solo (Figura 3b) e de
fertilizante (Figura 3a).  Os valores de NPPfix para o
caupi são próximos aos encontrados em outros estudos
(Eaglesham et al., 1983; Awonaike et al., 1991).  Os
coeficientes de variação para NPPF, NPPS e NPPfix
foram, respectivamente, de 14,6, 16,7 e 7,2 %.
A quantidade de N na planta de feijão proveniente
do fertilizante (QNPPF) (Figura 4a) decresceu de
forma quadrática ao longo do ciclo.  Para o caupi, não
houve ajuste de regressão aos resultados obtidos.
Comportamento similar ao da QNPPF foi observado
também para o aproveitamento do N do fertilizante
(Figura 4b).  O decréscimo no aproveitamento do N
do fertilizante após o período de crescimento vegetativo,
seguramente, deu-se em virtude da diminuição do teor
de N contido no volume de solo do vaso e, também, do
aumento da absorção de N proveniente do solo e da
fixação simbiótica.  Considerando-se a planta inteira,
o aproveitamento do N do fertilizante, que representa
a percentagem de N recuperada em relação à dose
aplicada, foi maior pelo caupi, alcançando o valor médio
de 56,98 %; já para o feijoeiro a recuperação foi de
52,89 %.  O coeficiente de variação para o aproveita-
mento do N do fertilizante foi de 8,8 %.
A quantidade de N na planta de feijão proveniente
do solo (QNPPS) (Figura 4c) aumentou ao longo do
ciclo, tanto no caupi como no feijão, tendo os dados
Figura 3. Percentagem de nitrogênio proveniente do
fertilizante (NPPF) (a), do solo (NPPS) (b) e da
fixação simbiótica (NPPfix) (c) na parte aérea
(caule + ramos + folhas + pedúnculos e vagens)
do feijão-comum e feijão-caupi, em função de
diferentes épocas de coleta. ** e *: significativo
a 1 e 5 %, respectivamente.
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ajustados ao modelo quadrático.  Esses valores,
associados aos resultados de QNT (Figura 1b), indicam
que o caupi obteve, além do N-fertilizante, mais N de
outras fontes como N-fixação simbiótica, exceto
durante o crescimento vegetativo inicial de ambas as
leguminosas, quando o N proveniente do solo foi a fonte
mais importante.  O decréscimo no N do solo e o
aumento da FBN na fase reprodutiva explicam a baixa
contribuição relativa do N do solo para a QNT
acumulada pelo caupi e pelo feijão.  Nesse sentido,
Mendes et al. (2008) afirmaram que, sempre que a
disponibilidade de N no solo é abundante, este é
absorvido em detrimento do N da fixação, enquanto o
N-fixado é a maior fonte do nutriente quando o N do
solo torna-se limitante.
Verifica-se, na figura 4d, que a quantidade de N
proveniente da fixação simbiótica (QNPPfix) na planta
de feijão e caupi aumentou de forma quadrática ao
longo do ciclo e foi muito maior do que a QNPPS
(Figura 4c) e, sobretudo, que a QNPPF (Figura 4a).
O maior acúmulo de N por dia, obtido pela diferença
de quantidade de N fixado pelos respectivos números
de dias do intervalo de coletas, no caupi (25,04 mg/
planta) e no feijão (7,9 mg/planta), ocorreu,
respectivamente, durante o intervalo de 38 a 47 DAS
e 31 a 38 DAS, períodos estes correspondentes à
prefloração de ambas as culturas.  Os coeficientes de
variação para as QNPPF, QNPPS e QNPPfix foram,
respectivamente, de 8,8, 8,6 e 16,7 %.
Método isotópico vs método da diferença
A percentagem de N fixado pelo feijão e caupi
(NPPfix) variou significativamente aos 17, 24 e
31 DAS, quando a cultura de referência foi o arroz
(Quadro 1).  Para ambas as culturas, os valores
de NPPfix, aos 17, 24 e 31 DAS, obtidos pelo método
da diferença (MD) foram maiores do que aqueles pelo
método da diluição isotópica (MI).  Pode-se afirmar
que os valores obtidos aos 17 DAS (94,06 %) e 24 DAS
(84,62 %) pelo MD estão superestimados, pois nos
estádios iniciais de crescimento os sistemas fixadores
de ambas as leguminosas possuem baixa atividade.
Assim, quanto maior a QNT absorvida pela planta
fixadora em relação à planta-controle, maior será a
quantidade de N-fixado, superestimando assim os
valores de NPPfix pelo MD.  Por exemplo: aos 17 DAS,
a QNT no caupi e feijão (Figura 1b) foi cerca de 17
vezes maior do que no arroz, pelo fato de o N proveniente
da semente ser maior em leguminosas do que em
gramíneas.
Os valores de NPPfix pelo caupi e feijão, quando
se usou soja não nodulante como planta-controle,
Figura 4. Quantidade de nitrogênio proveniente do fertilizante (QNPPF) (a) e aproveitamento do N do
fertilizante (b), quantidade de nitrogênio proveniente do solo (QNPPS) (c) e da fixação simbiótica
(QNPPFIX) (d) na parte aérea (caule + ramos + folhas + pedúnculos e vagens) do feijão-comum e caupi.
**, * e ns: significativo a 1 e 5 % e não significativo, respectivamente.
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foram reduzidos consideravelmente aos 17 DAS,
culminando em valores negativos de fixação.  Um fato
importante, e que certamente deve ter contribuído para
isso, foi o N contido nessas sementes: 49 g kg-1 na
semente de soja contra 11 g kg-1 na semente de arroz.
Assim, o N da semente, que é indistinguível do N2
fixado nas plantas e do N nativo do solo, constituiu
uma proporção muito mais significativa de N total
das plantas nos estádios iniciais de crescimento,
causando, portanto, maiores erros do que nos estádios
finais de crescimento, quando o N da semente torna-
se insignificante (efeito diluição).  Em adição, erros
atribuíveis às culturas de referência têm maior efeito
em taxas menores do que em taxas maiores de fixação
de N2 (Hardarson et al., 1988).
Verifica-se que o arroz, nos estádios iniciais, não
constitui um bom controle para estudos, quando do
uso do MD, pelo fato de os resultados serem altamente
dependentes da produção das culturas fixadoras e não
fixadoras, no respectivo estádio.  Também, de modo
geral, a absorção de N proveniente do fertilizante pelas
plantas fixadoras foi maior do que a absorção pelas
plantas não fixadoras.  Assumindo-se que isso foi
também constatado para a QNPPS, explica-se por que
as estimativas da NPPfix foram superiores pelo MD
em relação ao MI, em virtude de esta fração de N ser
erroneamente incluída como ganho proveniente da
fixação nesta fase e, portanto, superestimando os
valores obtidos pelo MD.  Constatações semelhantes
foram feitas por Ruschel et al. (1979), em experimento
em vasos, e por Wagner & Zapata (1982), em condições
de campo, corroborando assim a afirmação de Vose &
Victória (1986), de que, se a absorção de N do solo
pelas plantas noduladas for maior, a fixação de N2
será superestimada pelo MD.
A NPPfix pelo caupi e feijão a partir dos 38 DAS,
quando a planta-controle foi o arroz, e aos 31, 58 e
78 DAS, quando foi a soja não nodulante, não foi
influenciada pelos dois métodos estudados (Quadro 1).
Esse fato indica que em condições experimentais de
vasos, para determinação da percentagem de N-fixado
das culturas fixadoras no período de 31 a 78 DAS, as
plantas-controle não influenciaram os resultados –
ambas comportaram-se como bons controles,
independentemente de se apresentarem em estádios
fisiológicos distintos.  Isso significa que, em termos
de aproveitamento, as duas culturas-controle
absorveram N do solo: N-fertilizante + N-nativo do
solo em mesma proporção das culturas fixadoras,
durante esse período (Rennie & Kemp, 1984;
Hardarson et al., 1988).  Resultados parecidos foram
verificados também por Ruschel et al. (1979),
utilizando duas isolinhas de soja, nodulante e não
nodulante, com três doses de N, em que os dois
métodos, MD e MI, foram similares aos 75 DAS; no
entanto, o MD foi inadequado nos estádios iniciais (até
35 DAS) e o MI mostrou maior sensibilidade.  Nesse
sentido, Urquiaga & Boddey (1987) verificaram que
os dois métodos produzirão idênticas estimativas de
fixação quando as culturas fixadoras e não fixadoras
recuperarem idênticas quantidades de N-fertilizante.
De modo geral, no presente estudo houve boa
concordância entre os dois métodos, indicando que a
soja não nodulante e o arroz foram controles válidos
para caupi e feijão, embora para o arroz, quando do
uso do MD, a avaliação não seja realizada na fase
inicial de desenvolvimento da cultura.  Os resultados
deste estudo reforçam as afirmações feitas por Vose &
Victória (1986), de que em experimentos em que
plantas fixadoras e não fixadoras são cultivadas em
vasos pode haver boas estimativas da fixação de N2
pelo método da diluição isotópica.
CONCLUSÕES
1. A fixação simbiótica forneceu a maior parte do
N acumulado nas plantas de feijão e caupi, seguida,
em ordem decrescente, pelo solo e fertilizante.
Quadro 1. Percentagem de nitrogênio proveniente da fixação simbiótica de N2 (NPPfix, %) na parte aérea
(caule + ramos + folhas + pedúnculos e vagens) do feijão-comum e feijão-caupi, determinada pelo
método da diferença (MD) e pelo método isotópico (MI), utilizando como plantas-controle arroz ou
soja não nodulante, em função de diferentes épocas de coleta
(1) Médias seguidas de mesma letra, na linha, não diferem entre si a 5 % pelo teste de Tukey. (2) Valores negativos.
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2. A maior taxa de fixação simbiótica de N ocorreu
a partir da fase de prefloração do feijão e do caupi.
3. Houve boa concordância na determinação da
fixação simbiótica de N entre os métodos da diferença
e isotópico, à exceção da fase inicial do feijão-comum e
do caupi; o arroz e a soja não nodulante, exceto até
24 DAS, foram considerados plantas-controle
adequadas para avaliar a fixação simbiótica de N.
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